(GG1N33/78 )-<G01N33/545)-G01N33/533- i 

-1- BAS IC DO|J|- ^opfl^hm %Tdi^3^533- J 

QS^^jgbpDfepi^ © VerMfentlichungenummer: 0 135 071 

Office europeen des brevets aq 



© EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

Anmeldenummer: 84108306.3 @ Int. CI. 3 : G 01 N 33/533 

© Anmeldeteg: 27.07.84 G 01 N 33/543 



® PrioritSt: 29.07.83 DE 3327327 



© VeroffentlichungstagderAnmeidung: 
27.03.85 Patentblatt 85/13 

® Verfiffentlichungstag des spfiter 

veroffentltchten Recherchenberichts: 03.02.88 

© Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE FR GB IT LI LU NL SE 



© Anmelder: Hennlng Berlin GmbH Chemle und 
Pharmawerk 
Komturstrasse 19-20 
D-1 000 Berlin 42{DE) 

© 

Erfinder: Gadow,Andre 
Lettberger Strasse 43 
D-1000 Berlin 47{DE) 

© Erfinder: Wood, W.Graham, Ph.D. 
AmWatdrand29 
D-2401 Gross-Grdnau{DE) 

© Vertreter: Werner, Hans-Karaten, Dr. et al, 
Deichmennhaus am Hauptbahnhof 
D-5000K6ln1(DE) 



© Lumineszenz Immunoassays fur Haptene fassen sich 
dadurch verbessern und empfindlicher machen, daS man ein 
lumineszent-markiertes Haptenkonjugat verwendet, welches 
als Verknupfungsgruppe ein kettenformiges Polymeres mit 
wiederkehrenden funktionellen Gruppen enthfirt, an welches 
pro Mol sowohl mehrere Mole zur Lumineszenz. befahigte 
Gruppen, als auch mehrere Mole Hapten gebunden sind. Als 
Antikdrper wird vorzugsweise ein soldier verwendet, der 
gewonnen wird durch Verwendung eines anderen ket- 
tenfdrmigen Polymers, an welches das Hapten durch eine an- 
dere chemische Reaktion gebunden ist. 
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Lumineszenz Immunoassay fur Haptene und hierfur verwendbares chemilumineszent-markiertes Haptenkonj 
Verfahren zur Herstellung derselben. 

(§) Lumineszenz Immunoassays fur Haptene lassen sich 
dadurch verbessern und empfindlicher machen, daB man ein 
lumineszent-markiertes Haptenkonjugat verwendet, welches- 
als Verknupfungsgruppe ein kettenformiges PolymereSrmrt 
wiederkehrenden funktionellen Gruppen enthalt, an welches; 
pro Mol sowohl mehrere Mole zur Lumineszenz befahigte 
Gruppen, als auch mehrere Mole Hapten gebunden sind. Als- 
Antikorper wird vorzugsweise ein solcher verwendet,. der 
gewonnen wird durch Verwendung eines anderen kettenfor- 
migen Polymers, an welches das Hapten durch eine andere~ 
chemische Reaktion gebunden- ist. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung iSrt eih Lu- 
mineszenz Immunoassay flir Haptene, die hierin ent- 
haltenen chemilumineszent-markierten Haptenkon- 
jugate sowie Verfahren zu deren Herstellung. 

Lumineszenz Immunoassays fur Haptene bestehend aus 
A) einem fur das jeweilige Hapten spezifischen 
Antikorper und B) einem chemilumineszent-mar-. 
kierten Haptenkon jugat . Dieses Haptenkon jugat ent- 
halt im allgemeinen eine zur Cherailumineszenz be- 
f&higte Gruppe, eine Verkniipfungsgruppe und ein 
Hapten,. Die Verknupfungsgr.uppe kann im einfachsten 
Fall ersetzt werden durch eine direkte chemische 
Bindung, jedoch ist es iiblich, durch eine Ver- 
kniipfungsgruppe einen gewissen raumlichen Abstand 
zu erzielen. Die. Verkniipfungsgruppe wird deshalb 
auch meist "Spacer" genannt. Es hat sich gezeigt, 
daB- bei. einer direkten Kopplung von Haptenen mit- 
einer zur Cherailumineszenz befahigten Gruppe die 
Eigenschaften beider Gruppen so verapdert wurden,. 
daB die Empf indlichkeit und. Spezifitat der Teste 
verringert wurden. Zum einen veranderten sich die 
chemilumineszenten Eigenschaften und zum anderen 
die Spezifitat. des Haptens zu seinem. Antikorper. 

Typische-. chemilumineszent-markierte Kon jugate^ und: 
diese enthaltende: Lumineszenz Immunoassays sinff 
beispielsweise aus der . DE-OS 29 21 781 bekannt.. 
Die Verkniipfungsgruppe (dort auch Briickengruppe, 
genannt) soil demnach : maximal. 1 h±s; 50 , vorzugs- 
weise 1. bis 10 Kohlenstof f atome oder, Heteroatome 
aufweisen, so daB das Molekulargewicht:: - dieser- 
Gruppe 1000 nicht iibersteigt und. vprzugsweise*. we- 
niger als- 200 betragt; .vgl. S. 34 und 35- Die dort 
beschriebenen Lumineszenz. Immunoassays^ weisen zwar 
gegenuber Radioimmunoassays, dea ( Vorteil^ auf , daB 
man nicht mit. radioaktiven Substanzen arbeiten 
muB, die nur eine: begrenzte Lebensdauer haben und 
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wegen der entsprechenden Schutzvorschrif ten be- 
grenzt eingesetzt werden konnen, dafiir erreichen 
sie aber bei weitem nicht die von Radioimmuno- 
assays bekannte Empf indlichkeit bzw. Reproduzier- 
barkeit. 

Aus der DE-OS 29 13 549 sind chemisch induzierte 
Fluoreszenz-Immunteste bekannt, bei welchen der 
Antiligand spezifisch am epitopeh Zentrum des Li- 
ganden gebunden wird und als Marker ein lichtemit- 
tierendes reziprokes Paar vorgesehfen ist, welches 
aus einer Chemilumineszenzquelle und einem 
Quencher besteht, der das von der Chemilumines- 
zenzquelle emittierte- Licht kollisionsf rei aus- 
loschen kann. Dabei werden Konjugate' mit ;Chemi- 
lumine'szenzmarkierung und v Kdn jugate* mit Quencher- 
markierung gebildet und* an Bestandteile des im- 
munologischerf Paars- gebunden. - Das darin be- 
schriebene Prinzip beruht auf dei: Feststellungr 
daB bei Vorhandensein eines : Farbstoffes innerhalb 
eines begrenzten Abstands voh einer chemilumines- 
zierenden Verbindung oder Gruppe im erregteri Zu- 
stand, die- chemi lumine s z iefende : - VerBindung oder 
Gruppe ihre Energie auf ; den Quencher ~stoB f rei und~ ; 
ohne Strahlungsemission iibertragen kann. Der 
Quencher^ ' kann- sodann die Strahlurig bei einer 
hoheren Wellenlange als die chemilumineszierende 
Verbindung^ oder Gruppe- emittieren- und kann die 
Energie durch strahlungslosen Zerf all verliereni^ 
Dabei ist es prinzipiell moglicH an hoher moleku- 
lare liiganden sowohl mehrere- Mole, -chemilumines- 
zierende Substanz oder - Quencher- zu- koppe In . In der 
Beschreibung wird" erwahnt , daB- es 1 ' prinzipiell mog- 
lich sei, aucfr eine MehrzahT: - von Markern an der£ 
Bestandteil" des immunologischen Paares zu binden, 
wobei sogenannte polyligandenanaloge Marker ent- 



stehen. Besondere Vorteile derartiger Systeme sind 
jedoch nicht erwahnt. Ein Nachteil besteht darin, 
daB das analoge Paar den Quencher in vergleich- 
baren Abstanden enthalten muB, urn entsprechend, 
wirksam zu sein. Bei den relativ kleinen Haptenen 
ist die Besonderheit zu beachten, daB diese oft- 
mals zu einer wesentlich verringerten Chemilumi- 
neszenz fiihren, ohne daB zusatzlich ein ausdrtick- 
licher Quencher an den: Rezeptor gebunden ist. Die- 
se Wechselwirkung. zwischen Hapten, und chemilumi-^ 
neszierender Gruppe ist bereits mehrfach beobach- 
tet worden und fiihrt. zu verringerter Empfindlich- 
keit und Spezifitat der Teste, weshalb man in sol- 
chen Fallen vorzugsweise mit einem "Spacer" arbei- 
tet. 

Die vorliegende Erf indung hat sich die AufgabeW 
gestellt, Lumineszenz Immunoassays^ ftir: Haptene zu^ 
verbessern und: sie- bezuglich der" Handhabung, derfe 
Empf indlichkeit und der Reproduzierbarkeit den 
Radioimmunoassays- vergleichbarer zu machen. Dabei ; 
soil gleichzeitig; angestrebt werden, die einzelnen 
Bestandteiler dieses, Immunoassays^ 'einfach^ reprodu—y 
zierbar und im : . groBeren;" MaB stab^ herstellbar - z i^ 
machen. Diese Aufgabe/ wurdef uberraschenderweisef!; 
dadurch gelost , daB "man ein chemilumineszent-mar- 
kiertes Haptenkonjugat? verwendet,-- welches zwischen- ' 
der zur Chemilumineszenz: befahig,ten Gruppe. und: dera^ 
Hapten eine VerkriUpfuhgsgrupper aufweist /; diei e£ri£ 
kettenformiges- Polymeres* mit?, wied'erkehrendent funk-^ 
tionellen Gruppen- ist/,- an. welches^ pro Mol sowohL 
mehrere Mole zur Lumineszenz bef afiigrte: G5:uppen^ al's^'" 
auch mehrere Mole Hapten: gebunden? sind; " - - 

Dieses Ergebnis; war :' "nicht vorhersehbar da n^cfr* 
dem Stand der Technik: die Verknupfungsgruppe iso^ 
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klein wie moglich gehalten werden sollte und stets 
nur eine zur Chemiluraineszenz befahigte Gruppe mit 
einem Hapten verbunden werden sollte* Uberraschen- 
derweise hat sich gezeigt, da8 die Empf indlichkeit 
und Reproduzierbarkeit eines Chemilumineszenz Im- 
munoassays fur Haptene erheblich gesteigert werden 
kann, wenn man stattdessen mehrere Mole der zur 
Chemilumineszenz befahigten Gruppe mit. mehreren 
Molen des Haptens in der Weise miteinander ver- 
kniipft, daB sie mit ausreichendem Abstand an ein 
kettenformiges Polymeres gebunden sind. 

Fur den er f indungsgemaBen Lumineszenz Immunoassay 
wird als weitere Komponente ein fur das Hapten 
spezifischer. Antikorper verwendet, der vorzugswei- 
se gewonnen wird durch Verwendung eines anderen 
kettenformigen Polymeren an welchem durch eine ; 
andere chemische Reaktion mehrere Mole Hapten ge- 
bunden sind. Die so erhaltenen Antikorper sind 
hochspezifisch bezuglich des Haptens in freier 
Form als auch in gebundener Form an" ein ketten- 
formiges Polymeres. Diese Antikorper weisen hinge- 
gen keine. spezifische JBindungsf Mhigk'eit auf fiir^ 1 
andere kettenf ormige Polyinere , ""an "die mit einer 
anderen chemischen Reaktion Gruppen angekoppelt 
wurden. 

! Als kettenformige Polymere mit wiederkehrenden 
funktionellen Gruppen konnen insbesondere Peptide, 
Glykoproteine, Glykolipide oder Kohlenhydrate ein- 
gesetzt werden. Typische Beispiele fur derartige 
Polymere sind Polysaccharide wie Dextrane, Pec- 
tine, Lectine und natiirliche ' Gurnmen, Peptide wie 
p-Lys, p-Lys-Glu*, p-Lys-Tyr, p-Glu-Tyr, Proteine . 
wie Serum-Albumine und Globuline, Glykoproteine 
Vwie Transferrin, Thyreoglobulin, Orosomucoid usw. 



- 5 - 



01 35071 



Die Polymeren mussen eine ausreichende Anzahl wie- 
derkehrender f unktioneller reaktiver Gruppen auf- 
weisen, wie Amino-, Carboxyl-, Carbonyl-, Thio- 
nyl-, Hydroxyl-, und/oder zur Diazokupplung be- - 
fahigte Gruppen, an die _mit Hilfe tiblicher und 
bekannter Methoden sowohl zur Chemilumineszenz 
befShigten Gruppen als auch die Haptene an das 
Polymere gekoppelt werden konnen. 

Derartige Kbpplungsreagenzien sind bei spiel sweise 
fiir die direkte Kopplung Glutardialdeh yd , Brom- 
cyan, Hydrazine, Bisepoxirane , ^T5Ivinylsulfoner> 
Epichlorhydrin, Benzochinone, Perjodat, Trichlo- 
ro-s-Triazine , Isothiocyanate , Arylamine und Phe- 
nylhydrazine. Die dabei entstehenden Bindungstyperi 
sind bei spiel sweise " Michael - Addukte undi 
Schiff^sche "Basen, Cyanat-Ester, 5 Triazinyle^ 
Ether , Imidocarbonate , Amide , : gemischte- Anhydride , 
Alky lamihe ; Ester .' Fiir" dierindirekte^ Kopplung kom— 
men Reagenzien in Frage wie EEDQ: (N - Ethoxycarbo— 
nyl-2-ethoxy-l , 2-dihydrochinolin) Carbodiimide wie 
Dicyclohexy Icarbodiimid , l-Cyclohexyl-3- ( 2-morpho- 
linyl- (4) -ethyl) carbodrimid-methyl-p-toluol-sul- 
f onat , 1 -Ethyl- 3 - ( 3 -dime thy*r-amirio^^ ) carbodi-f 

imid hydrochlorid und' N; - : Hydroxy succaniirride . -Wer-r 
terhin. kommen heterobifunktionelle : Reagenzien. in 
Frage wie MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysue!- 
cinimidester) und andere.: r . " l \ 

Als zur/ Chemilumineszenz. bef ahig;te\ Gruppen- komniem 
prinzipiell. alle hierfur: bekannten: Substanzen: in.. 
Frage wie sie beispielsweise: in- der DE-OS. 
29 21 7 81 aus f iihr lich zusammengestell t sind •c. Wei— r 
terhin kommen in Frage> ' gewisse Ac'ridiniumester ,1 
Oxalatester sowier das in der. DE-OS 31 32 491 be- 
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schriebene Fluoresceinisothiocyanat 

Als, Haptene kommen alle analytisch interessanten 
05 organischen Substanzen in Frage, die eine immuno- 

chemische Reaktion in einem Gasttier entwickeln, 
wenn sie in Form eines immunogenen Konjugats aus 
dem Hapten und einem Tragermolekul injiziert wer- 
den. Typische Haptene und die Gewinnung von hier- 
10 gegen spezifischen Antikorpern. sind. in der DE-OS 

29 21 781, Seiten 45 bis 53 beschrieben. 

In der Praxis bewahrt hat sich als zur Chemilumi- 
neszenz befahigte Gruppe Luminol, welches in dia- 

15 zotierter Form als Diazoluminol an ein Polyraeres 

gebunden werden kann,., welches, zur Diazokupplung 
geeignete Gruppen aufweist. Die Haptene werden 
vorzugsweise: liber eine Carbodiimid-Reaktion an das 
Polymere- gebunden,. Als Polymeres ; hat. sich bei- 

20 spielsweise das Glykoprotein Transferrin ausge.- 

zeichnet. bewahrt. 

.Der Antikorper gegen das . jeweilige Hapten wird 
vorzugsweise. dadurch- gewonnen^ dafi. man dieses. Hap- 
25 ten mit^ einem anderen Carbodi.imid an ein ander.es 

. Polymeres beispielsweise Serum-Albumine koppelt 
und. hiermit-, das. zur _ Antikorperherstellung ausge- 
wahlte Tier behandelt. 

30 Es- hat . sich gezeigt,,.. daS derartige Antikorper 

-j^ hochspezif isch. sind sowohl fur das,^ reine Hapten 
als. auch fur das erf indungsgemafie chemilumines- 
zent-markierte,. Haptenkon jugat • Unspezif ische 
Effekte und Kreuzreaktionen werden hingegen hier- 

3 5 bei vermieden.. y . „ . v . „ . 

Die Menge der zur Chernilumineszenz befahigten 



- 7 - 



01 35071 



05 



10 



30 



Gruppen sowie die Menge des Haptens, die an das in 
der Verknupf ungsgruppe verwendete Polymere gebun- 
den ist, sollten im allgemeinen mindestens TO 
sein, so daB sich ein Molverhaltnis Verknupfungs- 
gruppe zu zur Lumineszenz befahigten Gruppe zu 
Hapten von mindestens 1:10:10 ergibt. 



Der fur das Hapten spezif ische Antikorper wird fur 
den erf indungsgemaBen Lumineszenz Immunoassay vor- 
zugsweise an einen festen Trager gebunden. Inten- 
sive Voruntersuchungen der Anmelderin haben zu dem 
Ergebnis gefuhrt, daB als feste Trager Polystyrol- 
kugeln besonders geeignet sind, die mit einem syn- 
thetischen Polypeptid wie p-Phe-Lys und Glutardi- 
15 aldehyd aktiviert . wurden Prinzipiell sind aber 
auch andere feste TrSger geeignet, sofern der. An- 
tikorper hieran ohne nenneswerte Beeintrachtigung? 
seiner spezif ischen Reaktivitat reproduzierbar und 
gleichmaBig gebunden werden kann. 

20 

Die Messung der Chemilumineszenz von Luminol und 
Luminol-Derivaten kann an derartigen Kugeln in 
sehr einfacher Weise; -;ih ; einer MeBkiivette, erfolgenr 
zu der in alkalis'ch : em' " Milieu Wasserstof fperoxidV 
25 und" Peroxidase zxigegeben- werden. Die dabei auftre- : 
tende Lichtreaktion kann in bekannten Geraten r 
'beispielsweise: dem Luminometer LKB 1251 der Firma 
LKB, gemes sen werden 1 . Es~hat~sich; gezeigt, daB' die*? 
Handhabung, Empf indlichkeit - und. Prazision defar- 
tiger Lumineszenz: Immunoassays-' f iirvHaptene- vollig: 
vergleichbar ist mit der von entsprechenden Radio- 
immunoassays. Diese erf indungsgemaBen Lumineszenz; 
Immunoassays ' sind: ^ ; obendrein : - : fiir^ ■ die Automation^ 
geeignet und konnen:. daher auch in 1 Vollautomaten- 
35 verwendet werden. 



In den nachf olgenden Beispielen werden erfindungs- 
gemaBe chemilumineszent-markierte Haptenkon jugate 
sowie mit deren Hilfe hergestellte Lumineszenz 
Immunoassays fur Haptene ausf iihrlicher beschrie- 
ben, wobei die speziell gewahlten zur Chemilumi- 
neszenz befahigten Gruppen, Verknupf ungsgruppen 
und Haptene keine Beschrankung der Erf indung be- 
deuten sollen. 

Be i. spiel 1 

I. Herstellung eines chemilumineszent-markierten 

Haptenkoniugats z.B. ( (Tri iodothyronine 

(T^ ) ) -Transferrin- (Diazoluminol) 

a) Herstellung eines Transf errin-T 3 -Konjugats mit& 
tels Carbodiiraid-Kopplung:. 

4 4 mg Transferrin (human,. Behring-Werke MW 8 8 000) 
(0,5 nmol) werden in 2 ml bidestilliertem Wasser 
gelost. Nach. rascher Zugabe von 42,9 mg (100 *imo-L) 
MCDI (l-Cyclqhexyl-3- (2-morpholinyl- (4 ) -ethylk 

carbodiimide-methylrp-toluol-sulfonat); (Merck 
MW 429) gelost in 500- ul bidestilliertem Wasser 
wird unter Rxihren- durch tropfenweise Zugabe von 
0,01 N Salzsaure ein, pH-Wert von 6 eingestellt. 
1-7 mg Triiodothyronine. ^) (MW 673 , Sigma) werden 
in 1 .ml. bidestilliertem Wasser : suspendiert und 
durch tropfenweise^ Zugabe . von . 0 , 5 mol/1 NaOH bis 
zur vollstandigen- , L6sung\ geriihrt . Diese Losung 
wird tropfenweise^ unter Riihren. zu der obigen Lo- 
sung gegeben, wobei.,. durch ; „ Zugabe , von 0,05 normaler 
Salzsaure der pH-Wert.auf 6 gehalten wird. Man 
la2t anschlieflend 2 Stunden bei Raumtemperatur und 
24 Stunden bei 3°C weiter reagieren. Die Losung 



- 9 - 



01 35071 



wird zentrifugiert . Das Trans ferrin-T 3 ~Kon jugat im 
Uberstand wird durch Gelf iltration iiber Sephadex 
G-25 (Pharmacia) oder Ultrogel A 6 (LKB) getrennt. 
Als Elutionspuf f er wird 10 mM/L Phosphat pH 7-8 
5 mit 0.15 mol/1 Natriumchlorid verwendet. Die ein- 

zelnen Fraktionen werden photometrisch auf Pro-, 
teingehalt sowie auf T 3 -Immunoreaktivitat ge- 
testet. Die. Fraktionen welche sowohl proteinhal- 
tig als auch T 3 -immunreaktiv sind, werden. verei- 
10 nigt. Aus den. MeBwerten ergibt sich, da8 das Sub- 

stitutionsverhaltnis T 3 t Transferrin 14 mol/mol 
betragt. Das Kon jugat kann im gefrorenen Zustand 
gelagert oder lyophilisiert, werden. 

15 b) Kupplung von Diazoluminol an das Transferrin-?^ 

Kon jugat 

I. Diazotierung von Luminol: "V", 

20 - , 

0,2 mmol Luminol (25,44 mg) (5-Aiuxno-2 , 3-dihy- 

dro-1 ,4-phthalazindion, Ega-Chemie) werden in 5 ml 

1 mol/1 Salzsaure suspendiert uni im Eisbad. unter 

gleichmafiigem Rlihren auf 0°C : gekiihlt- 1,5 mmol 

kaliumnitrit: (12ff mg) werden ; in r 1 mlZ^ss^r^g^i&s^ 

und im Eisbad auf 0°C; gekiihlt Die^ kalte- Kaliumni.-" 

tritlosung wird nun tropfenweise der Luminol-Sus- 

' pension zugegeben, bis die: gelbgrune;- Triibung: ver- 

schwunden ist und sich eine klare* gelbe bis gelb- 

orange Lcsung ausbildet . ^ Uberschuss ; ige: ^salpetriger 

^ Saure wird" durch Zugabe einer Harnstof f losung ent-f 

f ernt . Die so erhaltene* Diazoluminol.-Losung kann 

direkt verwendet werden. Sie^ ist- imy gefrorenen: 

Zustand ca. eine Woche stabil. 
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Diazokupplung des Diazolumi nols an das. Trans- 
ferrin-T^-Kon jugat : 

20 mg lyophilisiertes Transf errin-T 3 ~Kon jugat wer- 
den in 3 ml Wasser geldst. Durch 0/1 mol/1 Na- 
triuracarbonat-Losung wird der pH-Wert auf 9-9,5 
eingestellt. Die Diazoluminol-Losung wird tropfen- 
weise bei 0°C unter Riihren zugegeben, und zwar bis 
zu eirtem Verhaltrtis : von 100 mol Diazoluminol pro 
Mol Trans ferrin-Tj-Kon jugat, . Hierbei wird mit 
weiterer Natriumcarbonat.-Losung der pH-Wert bei 9 
gehalten. Das, End-Reaktionsgemisch. wird 24 Stunden 
bei 3°C gelagert. Das so erhaltene Transferrin-Tj- 
Diazoluminol-Kon jugat wird in gleicher Weise wie 
das Tansferrin-T^-Konjugat durch Gelf iltration 
gereinigt . Die einzelnen Fraktionen werden ge- 
testet 1. mit einem Photometer bei 280 nm, 

2. auf T^-Immunoreaktivitat , 

3. auf, Diazoluminol-Lumineszenz-Reaktion im LKB 
1251 und . - 

4. spezif ische Bindung an T^-Antikorper , sowie 
unspezif ische Bindungseigenschaf ten... 

Die Fraktionen mit: mefibarem _ Proteingehalt , ^ mit 
spezif ischer: Bindung, an T^-Antikorper jedoch ohne: 
nennenswerte unspezif ische Bindungseigenschaf ten 
werden vereinigt. Die MeB.werte. ergeben. ein Substi- 
tutionsverhaltnis;.von - Transferrin : T.^ : Diazoluminol 
von 1:14:20. Das so .erhaltene Konjugat kann, sowohl 
lyophilisiert ... als v auch.. im gefrorenen Zustand ge- 
lagert, werden . 
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II, Verwendung des chemilumineszent-markierten 
Haptenkonjugats in einem Lumineszenz- Immunoassay 
flir Haptene (Transferrin-T^-Diazoluminol in einem 
T^-Chemilumineszenzassay) 

5 

a) Immobilisierung von Antikorpern auf einem 
festen Trager (T^ Antikorper auf Polystyrolkugeln) 

Mit einem. synthetischen Polypeptide (p-Phe-Lysv 
10 MW 30 000) beschichtete Polystyrolkugeln von 6,4 

mm werden mit einer 0,5%-igen waBrigen Losung von 
Pentan-1 , 5-dial aktiviert. Die so erhaltenen Ku- 
, geln werden bei pH 7,5-8,5. in 0.05 mol/1 Phosphat- 
;. puffer mit einem gereinigten Antikorper ver- 
15 setzt. Der Antikorper wurde . gewonnen in 

Kaninchen mittels T 3 -Rinderserumalbumin-Kpnjugat 
-,/als-: Immunogen, das erhalten wurde unter Verwendung^ 1 7/ 
von. l-Ethyl-3- (-dime thy 1-aminopropyl) carbodiimid - . y ;: 
(EDAC) • Die gebildeten^ Schif f 1 schen Basen. wurdenv^^J 
20 in einigen Fallen vorsorglich mit Natriumborhydrid 

reduziert, jedoch zeigte: sich kein vesentlicher 
Unterschied in der Stabilitat. Die. -verb-liebenen. 
, :rr ; - aktiven-Gruppen wurden mit Rinderserumalbumin.... ab^.;'-;- 
- • gesattigt.- - Die Absattigung* war meistr erst nactrKp^ 

25 - . . mehreren Tagen vollstandig, was durchT Messung: "der?— 

-- ,r . unspezifischen Bindung^ kontrolliert L .wurde* Die: - 
mehrfach gewaschenem Kugelnr. wurden- im= Luf tstxp^-^: 
; :rV f getrocknet oder: imjo , 0.5: . molarem, :• Tris/Salz-saux;e^-^:.: 

:;r .Puffer unter Zusatz- ._von? Rinderseruinaibumin' aufbe-^g:^ 
30 . wahrt. Getrocknete* .Kug^ln-: . wurden zur . Rekon^ti^^^ 

- tion vor. dem Gebrauch eine Stunder in den gleicKen ^ 
Puffer gegeben. T/. /-"J"^- 
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b > Messunqen der Chemilumineszenz 

Als Oxidationssystem diente ein Gemisch aus Micro- 
peroxidase (Microperoxidase MPll-Sigma) 5 umol/1) , 
H 2 °-2 l°-5«) und .0,8 mol/1 NaOH. Als Puffer wurde 
ein 0,05 molarer Phosphatpuf fer von pH 7 unter 
Zusatz von 0,1 mol Natriumchlorid verwendet sowie 
4g/l Rinderseruraalbumin und 0,015 mol/1 NaN^ . Die 
Microperoxidase und der Puffer wurden kurz vor der 
Messung gemischt. Der pH-Wert der EndreaktionslS- 
sung betrug 13. Hierdurch erfolgt eine Verlang- 
samung der Chemilumineszenz-Kinetik, die Prazision 
wird jedoch gesteigert. Gemessen wurde nach dem 
Start der Reaktion durch H^-Zugabe, wobei die 
Lichtemmission iiber eine Periode von 20 bis 30 
Sekunden als Integral gemessen wird. 

c) DurchfQhruh^ des T^Eumineszenz-inanunoassavs 

Jewells 100 |il Serumprobe bzw. Standard wurden 'mit 
200 ul Inkubationspuffer (0,1 mol/1 Tris-HCl von 
PH 7,4, 0,02 mol/1 KC1, 0,2%, Rinderserumalbumin) 
sowie 75 mg/100 ml ANS (8-Anilino-l-naphthalino- 
sulfonsaure) mit den-mit Antikorpern.beschichteten 
Polystyrolkugeln 2 Stunden bei Raumtemperatur in- 
kubiert. Danach wurden 5ff ul einer 1:100 Verdiin- 
nung des T 3 -Transferrin-Diazoluminolkonjugats zu- 
gesetzt, kurz- aufgeschiittelt und eine weitere 
Stunde. bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde 
zweimal mit Inkubationspuffer und einmal mit 
0,9%-iger Natriumchloridiasung gewaschen. Die Ku- 
geln- werden^ in die MeBkUVetten iiberfiihrt und wie 
oben beschrieben die Chemilumineszenz. gemessen. 
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Typische MeBwerte sind in der Tabelle 1 (Figur 1) 
zusammengestellt. Die untere Nachweisgrenze liegt 
somit etwa bei 0,25 ng. T^/ml. 

Tabelle 1 



T^/lAjmineszenzassay 
Chemilumirieszenz- 
(Integrationszeit=20sec. ) 



T 3 /RIA 



ng 



T3/ml mV - s MW B/BO x 100 in % IEM (a) MW B/BO (%) 

(b) 



415 422 100 

429 



15686 154 i8 100 
15151 



0,25 378 388 92 

398 



13937 ' 137 7i 89,3 
13605 



0,50 324 32? 78 

331 



12012: 12103 78;5 

12195 



280 275 65 

270- 



9828- 
9876. 



9852 63,9^ 



199 204 48 

210 



7168 7181 46f6 
7194:. 



132 
112 



.122 - . 29 



4981 
5127' 



5054 32,8 



66 59 14 

52 " ' " 



2915 - 
2967 



2941 19,1 
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In der nachf olgenden Tabelle 2 sind er f indungsge- 
maB ermittelte Mefiwerte, im Vergleich zu denen 
eines Radioimmunoassays , zusammengestellt . 

Tabelle 2 



Korrelation zwischen MeBwerten nach dem Chemi- 
lumineszenzassay und einem Radioimmunoassay unter 
Verwendung von drei Kontrollseren fur T^. 



T 3 /RIA 
ng/ml 



/Lumineszenzassay 
ng/ml 



Serum I 



0,34 + 0,2 



0,31 + 0,1 ) 



Serum, II 



1,2 + 0,4 



0,97 + 0,4 



Serum III 



3,4 + 1 



2,97 + 1,2 



) Mittelwert + dreifache Standardabweichung. 
(Anzahl der jeweils gemessenen Proben n = 20) 

Beispiel 2 



In analoger Weise wie in Beispiel 1 beschrieben 
wurde ein Proteinkon jugat wie folgt hergestellt: 
335 mg- Schweine-Thyreoglobulin mit ca. 80. urn Ly- 
sinresten wurde mit" 1155 mg; Bernsteinsaureanhydrid 
(11,6 mmol) umgesetzt. Dazu wurde. das Thyreoglobu- 
lin -^unter Riihren in 25 ml Wasser gelost und der 
pH-Wert mit einer 1 n NaOH auf 7 eingestellt. Das 
BernsteinsSureanhydrid wurde in kleinen Portionen 
zugegeben und dabei der pH-Wert mit Hilfe von 1 n 
NaOH im Bereich von 7 bis 8 gehalten. Nach einer 



10 



20 



30 



- is - 01 35071 

Stunde Riihren bei Raumteraperatur wurde der pH-Wert 
mit 1 n Salzsaure auf ca. 2,5 eingestellt, wobei. 
sich" ein dicker Niederschlag: von. ca. 80 ml bilde- 
te. Diese Suspension wurde in eine Amicon-Zelle 
uberfuhrt, auf 30 ml eingeengt und mehrmals mit 50 
ml Wasser auf geschlammt und erneut eingeengt. Nach 
6. Waschvorgangen war der pH-Wert 5 . Der Inhalt. der 
Zelle wurde port ioniert, eingefroren ^ und: ■ lyophyli- 
siert . ......... 



150 mg dieses Prodiiktes wurden in 30 ml Wasser 
gelost und unter gleichzeitigex Zugabe von 80 mg. 
MCDI mit 38 mg L-T 4 -Ethylester in 2 ml Methanol 
versetzt. Der pH-Wert wurde mit 1 n Salzsaure auf 
15 4 eingestellt. " Nach- 30 'Minuten- wurde nochmals 

80 mg MCDI zugegeben. Nach. weiteren 20 Stunden 
Ruhren bei. Raumtemperatux wurde- die: Suspension., in 
einen Dialyseschiauch ^ uberfuhrt- und? : 3. Tage? lang 
dialysiert, wobei 2 mal "taglich das Wasser. ge- 
wechselt wurde. Der Dialyseschiauch^ wurde entleert 
und die Suspension zentrifugiert . Das^ klare Zen- 
trif ugat wurde in Portionen von- 4 bis: 5. ml unter- 
teilt, eingefroren- und" lyophy llsiert . Der: Nieder— 
schlag wurde in' '•' Ammoriiak: 
25 lost, danach ebenfalls port ioniert, eingefroren 

und" gefriergetrocknet'. Die-; weitere; Auf arbeitung, 
- ' ; •' • und Kupplung. mit Diazoluminor erfolgte- in, analoger: 
Weise wie in. Bei spiel 1'. beschrieben; wobei ein; 
T^-Lumineszenz-Immunoessay . entstand ., 
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1. ) Lumineszenz Immunoassay fur Haptene bestehend 

aus 

A) einem fiir das jeweilige Hapten spezifischen 
Antikorper 

und 

B) einem chemilumineszent markiertem 
Haptenkon jugat , enthaltend 

a) eine zur Chemilumineszenz befShigte Gruppe, 

b) eine Verkniipfungsgruppe und 

c) ein Hapten , dadurch gekennzeichnet , daB die 
Verkniipfungsgruppe b) ein kettenformiges 
Polymeres mit wiederkehrenden f unktionellen 
Gruppen ist, an welches pro Mol sowohl mehrere 
Mole zur Lumineszenz befahigte Gruppen als auch 
mehrere Mole Hapten gebunden sind. 

2. ) Lumineszenz Immunoassay gemSB Anspruch 1 , da- 

durch gekennzeichnet,. daB der in A) benutzte 
spezifische AntikSrper unter Verwendung eines 
Haptens als Immunogen gewonnen wurde, welches 
an eine andere. Verkniipfungsgruppe gebunden ist 
als die gemaB b) verwendete. 

3. ) Lumineszenz Immunoassay gemaB Anspruch 1 oder 

2, dadurch gekennzeichnet, daB die Ver- 
kniipfungsgruppe. b) ein Peptid, ein Glykopro- 
tein, ein Glykqlipid oder ein Kphlenhydrat 
ist. 

4 . ) Lumineszenz Immunoassay gemaB- einem der An- 

sprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
das MolverhSltnis der Verkniipfungsgruppe. b) zu 
der cherailumineszenz. befahigten Gruppe a) zum 
Hapten c) mindestens 1:10:10 betrSgt. 
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5.) Lumineszenz Immunoassay gemafl einem der An- 
spriiche 1 bis . 4 , dadurch gekennzeichnet, daB 
der. fur das jeweiliga Hapten spezifische An- 
tikorper A) auf. einem festen Trager gebunden 
vorliegt * 

6 . ) Chemilumineszent-markiertes . Haptenkon jugat , 
enthaltend 

a) eine zur Chemilumineszenz befahigte Gruppe, 

b) eine Verkniipfungsgruppe und 

c) ein Hapten, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Verknupfungsgruppe b) ein kettenf ormiges Poly- 
meres mit wiederkehrenden f unktionellen Grup- 
pen ist, an welches pro Mol sowohl mehrere 
Mole zur Lumineszenz. befahigte Gruppen als 
auch mehrere Mole Hapten gebunden sind. 

7. ) Markiertes Haptenkon jugat gema&;. Anspruch .6,-. 

dadurch gekennzeichnet, daB die Verkniipfungs- 
gruppe 

b) ein Peptid, ein Glykoprotein , ein Glyko- 
lipid oder ein Kohlenhydrat ist. 

8. ) Markiertes Haptenkon jugat gemaB Anspruch 6 

oder 7, dadurch -gekennzeichnet., daB das- Mol- 
verhaltnis der Verknupfungsgruppe b) zu der^ 
zur Lumineszenz befahigten.- Gruppe a) zum: Hap—' 
ten c) mindestens 1 : 10 : 10= betragt. 

9. ) Verfahren zur Herstellung eines- lumineszent- 

markierten Haptenkon jugats, enthaltend a) eine 
zur Chemilumineszent befahigte Gruppe, 

b) eine Verknupfungsgruppe; und:. f 

c) ein Hapten, dadurch: gekennzeichnet, daB: man 
ein kettenformiges Polymeres mit wiederkehren— 
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den funktionellen Gruppen b) gleichzeitig Oder 
nacheinander in beliebiger Reihenfolge sowohl 
init ntehreren Molen zur Lumineszenz befShigter 
Gruppen a) als auch mit mehreren Molen Hapten 
c) cheinisch verbindet. 
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mV-s 
I 25 sec. 
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